自身免疫性溶血性贫血（autoimmune hemolytic anemia，AIHA）是临床最常见的获得性溶血性疾病之一。不同类型AIHA之间在发病率、病因、发病机制、溶血机制、治疗及预后等方面都存在异质性。近年，关于冷抗体型AIHA、直接Coombs试验阴性AIHA以及AIHA溶血机制的认识逐渐清晰，利妥昔单抗越来越多用于AIHA治疗，其疗效及安全性获得肯定，补体抑制剂等新药也被尝试用于治疗AIHA。本文我们主要聚焦于AIHA发病特点、发病机制、诊断及治疗进展，旨在提高临床对AIHA的认识，为诊疗工作提供帮助。

一、发病特点及分类

AIHA系体内免疫系统调节紊乱，产生自身抗红细胞抗体和（或）补体，并与红细胞膜抗原结合，致使红细胞破坏加速而引起的一组溶血性贫血。儿童（平均诊断年龄约在3.8岁）及成人（平均诊断年龄约在50岁）均可发病。预计年发病率为1\~3/10^5^，患病率为17/10^5^[@b1]--[@b4]。AIHA临床表现异质性大，部分患者仅表现代偿性溶血病或轻度贫血，而部分患者则可发生严重贫血危及生命。其临床异质性主要在于溶血类型的不同（血管内和／或血管外），这与自身抗体种类、激活补体的温度阈值及效率、骨髓红系造血代偿能力相关[@b1]。

根据其特征性自身抗体与红细胞最适反应温度不同，AIHA可分为温抗体型（wAIHA，占60%\~80%）、冷抗体型\[包括冷凝集素病（CAD）及阵发性寒冷性血红蛋白尿症（PCH），占20%\~30%\]和温冷抗体混合型（m-AIHA，约占5%）。

根据引起溶血自身抗体亚型不同，wAIHA可分为IgG型、IgG+C3型、IgA型及IgM型。IgG型wAIHA又可具体划分为IgG1\~4型，其中IgG1型最为常见，其次为IgG3型。通常IgG1及IgG3型溶血程度较IgG2、IgG4型更为严重，尤其IgG3型红细胞破坏作用最强，而IgG4型几乎无致病性。IgA型占wAIHA患者的15%\~20％，其可与IgG/IgM共同存在并致病，罕见情况下可单独致病。约50％的wAIHA患者可检测到补体参与，多为C3d[@b5]--[@b7]。

根据是否同时存在明确的致AIHA的疾病和诱因，AIHA可进一步分为原发性AIHA和继发性AIHA[@b3],[@b8]--[@b9]。文献报道约50％的wAIHA为继发性，可继发于造血及淋巴细胞增殖性疾病\[约占20%，如急性淋巴细胞白血病、慢性淋巴细胞白血病（CLL）、非霍奇金淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤、Castleman病、骨髓增生异常综合征、骨髓纤维化等\]、实体瘤、免疫及炎症性疾病（约占20%）、感染、药物、原发免疫缺陷病、妊娠以及异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）后等。文献报道5%\~7％的CLL患者病程中可继发AIHA，而霍奇金及非霍奇金淋巴瘤患者AIHA总体年发生率可高达2%\~3%[@b3],[@b8]--[@b10]。导致AIHA发生的基础疾病通常明显影响AIHA的治疗与转归，故详细的病史询问、查体及相关的实验室检查是必需的。有学者建议至少应包括抗核抗体、抗DNA抗体（若ANA阳性）、抗心磷脂抗体、狼疮抗凝物、免疫球蛋白、血清蛋白电泳、免疫固定电泳、外周血淋巴细胞免疫表型、胸腹盆腔CT平扫和骨髓活检等[@b8],[@b11]。

二、CAD与淋巴细胞增殖性疾病

以往对于CAD和冷凝集素综合征（Cold agglutinin syndrome, CAS）诊断术语的使用太过混乱，现认为CAD是一定义明确的临床病理类型，应称之为"病"（Disease），而继发于感染、肿瘤等疾患的冷凝集素介导的临床和实验室异常方为冷凝集素综合征（CAS）。二者应明确区分。

90％以上CAD患者通过血清蛋白免疫电泳可检测出存在单克隆性抗体。其单克隆抗体多为特异性抗红细胞Ⅰ类抗原，由单克隆性IGHV4-34重排基因编码。此类单克隆抗体90％以上为IgMκ轻链限制性，单克隆性IgG、IgA或IgMλ轻链限制性少见。极少数（2.5%）可同时存在IgM及IgG两种单克隆性抗体[@b12]。

虽很早就认识到在CAD患者可检出单克隆抗体，但CAD作为一种克隆性淋巴细胞增殖性疾病一直未能得到明确阐述。Berentsen等[@b12]通过流式细胞术及免疫组化等方法，在大部分患者骨髓穿刺液中检测出CD20^+^ B细胞单克隆扩增，并认为这些克隆性淋巴细胞增殖性疾病构成存在异质性，最为常见的是淋巴浆细胞性淋巴瘤（LPL，约占50%），其次为边缘区淋巴瘤（MZL，约占8%），其他如正常或反应性淋巴组织增生亦有报道。直至最近一项回顾性研究，使CAD作为一种独立的克隆性淋巴组织增殖性疾病的认识逐渐清晰。Randen等[@b13]将54例CAD患者的骨髓标本经由淋巴瘤病理学家系统审查，并借助形态、免疫组化、流式细胞术及分子遗传学等方法系统检测，发现CAD相关淋巴细胞增殖性疾病不同于LPL、MZL或其他原已明确定义的任何一种淋巴瘤，应为一独立疾病种类。在诊断为原发性慢性CAD的54例患者中，40例骨髓活检显示实质内局限性由单一形态特征的克隆性小B细胞组成的结节，结节以外散在分布有少量IgM^+^/IgD^−^单克隆成熟浆细胞。组成淋巴结节的小B淋巴细胞CD20^+^、IgMs^+^、IgDs^+^、CD27^+^、CD5^−/+^、CD11c^−^、CD23^−^、CD38^−^，形态学与浆细胞样淋巴细胞明显不同，也不表达与浆细胞分化相关的转录因子MUM1、XBP1及BLIMP1。除1例患者外，其他所有患者均未检出BCL-6内含子1基因突变，提示这些淋巴瘤细胞在生发中心中尚未成熟。尤其，在所有17例进行检测的CAD患者中，均未能检出被认为是LPL特征性的MYD88 L265P突变。故认为冷凝集素相关淋巴细胞增殖性疾病CAD是一类明显不同于LPL的、有其独特组织形态及免疫表型特征的独立疾病。

而CAS常继发于恶性疾病、感染等，以肺炎支原体感染最为常见[@b12]。Dacie[@b14]报道295例AIHA患者，其中7例是继发于恶性疾病的CAS，占2.4%。研究发现295例AIHA患者中23例为支原体或原发性非典型肺炎继发CAS，占8%，其他不常见感染病因有EBV、CMV、肺炎军团菌、衣原体及大肠杆菌感染等。感染导致的继发性CAS中的自身红细胞抗体是多克隆性的，可针对I、i、Pr等不同抗原，临床多呈一过性急性疾病病程[@b12]。

三、发病机制与溶血机制

与其他自身免疫性疾病一样，AIHA免疫紊乱发生"自我耐受破坏"的确切发病机制尚未完全阐明。除B淋巴细胞免疫调节紊乱外，近年发现红细胞表面抗原改变、特定亚群T细胞以及细胞因子等在AIHA的发病中也起着重要作用。

红细胞自身抗原改变引发AIHA主要通过潜在自身抗原暴露、外来抗原与自身抗原交叉反应或分子模拟激发免疫反应所致[@b15]--[@b16]，AIHA自身抗体最常见的靶点是红细胞Rh多肽抗原，其他靶点还包括血型糖蛋白、带3 (Band 3）蛋白、红细胞阴离子通道蛋白等[@b15]。调节性T细胞（Treg）数量减少、功能缺陷在AIHA发病中起重要作用。Ahmad等[@b17]结果显示与正常健康对照比较，活动性AIHA患者自然Treg (nTreg）比例明显减少（4.63％对9.76%）。Treg包括胸腺来源的CD4^+^ CD25^+^Foxp3^+^ nTreg以及抗原诱导产生的CD4^+^CD25^−^Foxp3^−^诱导性Treg (iTreg）[@b18]。体外实验表明，Treg可能通过接触依赖性作用而非过去认为的细胞因子依赖性作用直接杀伤CD4^+^和CD8^+^活化T细胞，并且可通过其表面CTLA-4分子下调树突细胞及活化T细胞等抗原提呈细胞表面CD80、CD86的表达，而CD80、CD86分子是诱导T细胞增殖及细胞因子产生的主要协同因子[@b19]--[@b20]。通过上述机制，Treg能够抑制反应性T细胞活化及细胞因子产生，从而在防止自身免疫性疾病中发挥关键作用。体外应用RhD自身抗原刺激wAIHA患者外周血Treg，IL-10分泌明显增多，抑制Th1细胞效应[@b21]。在未经治疗的活动性AIHA患者Th2细胞增多，血清IL-4、IL-10水平升高，而IL-12和IFN-γ水平减低，存在明显的Th1/Th2细胞比例失衡，倾向于呈"Th2谱（Th2 Profile）"，从而促进自身反应性B细胞克隆感应和增殖[@b15],[@b22]。亦有研究显示，部分自身免疫性疾病患者淋巴细胞Fas/FasL凋亡系统存在遗传缺陷，编码淋巴细胞表面蛋白Fas的TNFRSF6基因杂合突变，导致由Fas/FasL介导的淋巴细胞凋亡障碍，自身反应性T细胞及依赖T细胞的B细胞凋亡异常，引发自身免疫性疾病[@b23]。allo-HSCT后包括wAIHA在内的自身免疫疾病的发生，可能为供者T细胞介导的受者B细胞活化所致[@b15]。

AIHA抗体依赖的细胞介导的细胞毒性（ADCC）和补体依赖细胞毒性（CDC）溶血机制已有清楚认识。近年关于补体系统在AIHA溶血中的作用得以近一步阐明，并且成为AIHA新药研发靶点。在wAIHA中，由于自身抗体主要为IgG，并不总能固定补体，因而补体系统仅介导部分患者血管外尤其发生在肝脏的血管外溶血加重和红细胞血管内溶血；而在CAD和CAS中红细胞的破坏则主要由补体介导，即结合IgM自身抗体的红细胞通过激活补体经典途径，导致红细胞在肝脏发生严重血管外溶血，同时部分红细胞直接受膜攻击复合物（C5b-C9）的细胞毒作用溶解发生血管内溶血。在PCH中，自身抗体激活补体经典途径，经CDC作用介导红细胞发生血管内溶血[@b5]。

四、对直接Coombs试验（DAT）阴性AIHA的认识

Coombs试验即抗人球蛋白试验，是诊断AIHA重要依据。现多用DAT代替间接Coombs试验。DAT可鉴别出自身抗体或补体类型，通常在wAIHA中抗IgG和抗补体C3型最常见，单独抗IgG型次之，抗IgM型、抗IgA型以及单独抗C3型少见。在CAD中通常为抗C3d阳性，抗IgG阴性[@b18]。

由于检测手段及敏感性不同，文献报道3%\~11% wAIHA的DAT呈假阴性[@b24]。关于DAT阴性AIHA原因可分为四种：①红细胞表面自身抗体数量低于检测阈值。②红细胞表面自身抗体亲和力低，在预处理过程中被洗脱。③由IgA或IgM单独致敏红细胞介导溶血，而无补体参与，因常规DAT试剂中缺乏抗IgA及抗IgM抗体，故使此部分患者DAT检测阴性[@b24]。因国内试剂现可常规包括抗IgA及抗IgM抗体，故不存在此问题。④真阴性AIHA：即由"武装"巨噬细胞引起的AIHA，研究发现在某些情况下，巨噬细胞可通过其FcyRI受体结合自身IgG抗体，从而使巨噬细胞致敏（即"武装"巨噬细胞），此类"武装"巨噬细胞可识别并结合表达相应抗原的非致敏红细胞，导致自身红细胞破坏[@b25]。

应用微柱凝胶法、流式细胞术、丝裂原刺激法、红细胞表面免疫球蛋白定量分析（补体结合-抗体消耗、免疫放射方法、酶联免疫法）等方法可显著提高DAT的敏感性[@b26]。采用高敏感检测方法大大减少了DAT假阴性AIHA诊断，而DAT真阴性AIHA非常罕见。因而，若患者临床表现与实验室检查明确提示溶血性贫血，而高敏感DAT呈阴性结果，DAT阴性AIHA诊断应格外谨慎，须警惕其他溶血疾病可能性。

与DAT阳性AIHA相比，DAT阴性AIHA患者贫血程度更轻，但对激素的反应、诊断后1年存活率二者大致相当[@b27]。

五、治疗及预后

1．利妥昔单抗：鉴于利妥昔单抗的疗效和安全性，难治/复发wAIHA二线治疗脾切除方法受到挑战。研究显示，标准剂量利妥昔单抗（每周375 mg/m^2^×4周）用于34例初治失败的原发或继发wAIHA患者，9例（26.5%）获得完全缓解（CR），总体有效率（ORR）高达70％以上，再复发患者接受二次相同剂量利妥昔单抗治疗均再获治疗反应，且不良事件少见[@b28]。作为wAIHA二线治疗方法，目前倾向于利妥昔单抗或可替代脾切除作为首选[@b29]，对老年人、有手术禁忌或评估手术风险过高、意愿非手术治疗以及激素治疗依赖性wAIHA患者更是如此。

绝大多数wAIHA一线治疗的首选药物仍是糖皮质激素。Birgens等[@b30]报告一项Ⅲ期随机临床试验结果显示，采用利妥昔单抗＋激素方案一线治疗的wAIHA患者，治疗反应率及反应持续时间均明显优于激素单药治疗组。利妥昔单抗治疗wAIHA安全、有效，虽部分患者治疗后2年内复发，但再治疗仍有效。因而，采用利妥昔单抗间歇或维持治疗策略有可能更长时间获益[@b28]。

小剂量利妥昔单抗治疗wAIHA可获得与标准剂量利妥昔单抗相当的疗效[@b31]。我国学者对不适于糖皮质激素治疗的初治老年wAIHA采用小剂量利妥昔单抗（每周100 mg×4周）治疗也获得良好疗效，小剂量利妥昔单抗治疗组ORR（91.7％对80.0%）和CR率（66.7％对20.0%）均明显高于糖皮质激素治疗组[@b32]。表明小剂量利妥昔单抗治疗初治老年AIHA安全、有效，可替代泼尼松一线应用。

冷抗体型AIHA接受糖皮质激素治疗有效性低下，利妥昔单抗可作为其一线治疗方案选择[@b29]。采用标准剂量利妥昔单抗一线治疗27例CAD患者的前瞻性临床试验结果表明，14例（50%）第1个疗程即获血液学缓解，其中1例获得CR；患者复发后联合或不联合干扰素再治疗，60％仍有效[@b33]。鉴于应用利妥昔单抗单药治疗CAD的CR率低，且40%\~50％患者无效，有学者尝试以利妥昔单抗为基础的联合治疗以期提高疗效。Berentsen等[@b34]报告应用利妥昔单抗联合氟达拉滨治疗慢性CAD获得良好治疗反应，前瞻性多中心临床试验结果显示ORR达76%（22/27），CR率为21%（6/27），部分缓解（PR）率为55%（16/27）；10例曾用利妥昔单抗单药治疗无效患者，1例CR，6例PR。预期中位疗效持续时间超过66个月。需要注意的是，联合用药疗效提高的同时不良反应也随之增加，须根据疾病和患者整体状况权衡风险及收益[@b34]。

近期一项包含21项研究共409例患者的Meta分析结果，利妥昔单抗治疗AIHA的ORR为73%，CR率为37%。治疗wAIHA的效果较治疗CAD更好；治疗原发性和继发性AIHA疗效相近；疗效反应在用药后2\~4个月达最大值；不良反应包括发热、畏寒等；年轻、病程短、脾切除后以及wAIHA患者对利妥昔单抗反应更佳[@b29]。

2．补体抑制剂：补体抑制剂Eculizumab为靶向针对补体蛋白C5的单克隆抗体，通过结合C5补体蛋白，阻止其裂解为活化的C5a和C5b片段，从而抑制膜攻击复合物形成发挥作用[@b35]。Eculizumab可用于急性严重CAD患者利妥昔单抗起效前的过渡治疗，在严重补体依赖的血管外溶血时，患者应用红细胞输注及治疗性血浆滤过均不能阻止血流动力学恶化时，试用Eculizumab可使血红蛋白保持稳定及溶血指标下降[@b36]。在糖皮质激素、利妥昔单抗无效的CAD患者，连续4周每周应用1次Eculizumab 600 mg，之后每2周1次900 mg维持治疗，患者病情得到良好控制[@b35]。CAD主要溶血机制并非由C5/膜攻击复合物导致，Eculizumab可能通过阻止慢性CAD血管内溶血急性加重而发挥作用[@b5]。

鼠源性靶向特异性丝氨酸蛋白酶C1s的单克隆抗体TNT003通过抑制C1s活性，作用于冷凝集素引起的补体经典途径激活，从而阻止补体调理的红细胞吞噬，有望成为补体抑制剂治疗CAD新靶向药物[@b37]。Compstatin Cp40是补体C3抑制剂，可阻断C3裂解，体外研究显示可阻断PNH溶血[@b38]。因其可完全阻断补体激活途径，可能会减弱机体的微生物刺激的反应，现不认为是治疗研究新方向[@b39]。C1-INH-血浆来源C1抑制剂亦被报道用于治疗1例侵袭性非霍奇金淋巴瘤继发wAIHA患者有效[@b40]。对于wAIHA患者如果其DAT显示抗补体阳性，则其可能为补体抑制剂适用者。

六、其他新药治疗前景

1．硼替佐米：近年，不断有应用硼替佐米成功治疗难治性（激素及利妥昔单抗治疗无效）CAD、allo-HSCT后继发AIHA的病例报道[@b41]--[@b44]。硼替佐米为可逆性26S蛋白酶体抑制剂，通过抑制该蛋白酶体功能，引起细胞内多聚泛素化蛋白的积累，激活末端未折叠蛋白反应，从而诱导浆细胞凋亡[@b39]。硼替佐米已被FDA批准用于治疗多发性骨髓瘤及套细胞淋巴瘤。有学者推测，相较于利妥昔单抗靶向作用于CD20^+^淋巴细胞治疗CAD，硼替佐米可作用于CD20^−^浆细胞，从而对可能是异常浆细胞主要介导单克隆抗体分泌引致CAD溶血的患者发挥治疗作用[@b40]。对于硼替佐米治疗AIHA作用机制（特别是对allo-HSCT后继发AIHA的作用机制）及其疗效仍需进一步研究与探讨。

2．阿仑单抗：阿仑单抗（alemtuzumab）为人源化IgG型单克隆抗体，靶向作用于表达于淋巴细胞表面CD52分子，已应用于治疗淋巴细胞增殖性疾病及自身免疫性疾病。研究显示阿伦单抗可使13/16 AIHA患者获得CR[@b45]；有学者报道应用低剂量利妥昔单抗联合阿伦单抗治疗激素难治性免疫性血细胞减少获得良好疗效（ORR 100%，CR 58%）[@b46]。但因阿伦单抗高毒性，其被视为难治性特发性重型AIHA最后的治疗选择。对于CLL相关AIHA，阿伦单抗显示对91.6%（11/12）患者有效（患者均为激素、脾切除、利妥昔单抗治疗无效的难治性患者），对于有进展性CLL背景的w-AIHA其被推荐先于利妥昔单抗应用[@b45]。

七、小结

目前，对于AIHA潜在病因、病理特点的探索不断深入，使得冷抗体型AIHA类下CAD是一种淋巴细胞增殖性疾病的认识逐渐清晰，未来CAD可能成为一类独立淋巴细胞增殖性疾病种类。对疾病病理特点及发病机制认识的深入，使应用利妥昔单抗等靶向作用药物治疗AIHA有了良好的理论基础，并在临床观察中收获很好疗效，挑战传统治疗方法地位，也使得硼替佐米等新药成果不断尝试用于治疗。近年，关于补体系统在AIHA溶血机制中作用认识逐渐清晰，使新一代补体抑制剂成为潜在治疗靶点，并可能获得重大进展。目前国内外尚未对AIHA疗效评价达成统一标准，故不同治疗策略之间疗效评价尚存在研究者主观性。统一不同类型AIHA疗效评价标准应能够更客观评价治疗方法的优劣，合理指导临床治疗选择。相信未来关于AIHA治疗方法探索将显著提高AIHA患者疗效，明显改善AIHA患者预后及生存质量。
